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Souza JAS. Nanoparticulas de prata obtidas pela sintese ‘green’ combinadas ou nédo
com glicerofosfato de célcio e tirosol: efeito antimicrobiano, anti-inflamatorio e na
resposta transcriptbmica em patogenos orais [tese]. Aracatuba: Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2018.

RESUMO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana/antibiofilme e a viabilidade
celular de nanoparticulas de prata (NPSAQ) obtidas por uma sintese ‘green’ associadas ou
ndo ao B-glicerofosfato de célcio (GPCa) contra Streptococcus mutans e espécies de
Candida (cepas de referéncia e isolados clinicos orais incluindo cepas resistentes ao
fluconazol). O efeito destes nanocompostos em combinagdo com o tirosol (TIR),
fluconazol (FLC), nistatina (NIT) e anfotericina B (AnB) também foi avaliado. Além
disso, nos avaliamos comparativamente as alteracdes do transcriptoma de células de C.
glabrata CBS138 ap6s exposicdo as NPsAg e ao fon prata (Ag*). Inicialmente, as NPsAg
foram sintetizadas por meio da reducdo do nitrato de prata com extratos de diferentes
partes (casca, folha e semente) de uma romé (Punica granatum L.) associadas ou ndo ao
GPCa. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e as Concentracbes
Fungicida/Bactericida Minima (CFM e CBM) dos nanocompostos (NPsSAg e NPsAgQ-
GPCa) associados ou ndo ao TIR contra S. mutans e C. albicans foram determinadas pelo
método de microdiluicdo. E, a acdo das NPsAg combinadas com FLC, NIT e AnB
também foi avaliada em condicéo planctdnica contra isolados clinicos orais de espécies
de Candida. O efeito dos nhanocompostos associados ou ndo ao TIR sobre a viabilidade
celular de fibroblastos da linhagem L929 e a producéo de citocinas foi avaliado atraves
dos ensaios de MTT e ELISA, respectivamente. O nimero de hifas foi quantificado em
biofilmes de C. albicans formados na presenca das NPsAg com ou sem soro fetal bovino
(SFB). O efeito das NPsAg em inibir a formacdo do biofilme (em C. albicans e C.
glabrata) também foi investigado através do ensaio de PrestoBlue e por meio da
microscopia eletrénica de varredura. Os nanocompostos (NPsAg e NPsAg-GPCa)
associados ou ndo ao TIR foram aplicados sobre biofilmes de S. mutans e de espécies de
Candida (12 e 24 h) e, ap0s 24 h de contato, sua atividade antibiofilme foi determinada
por meio da enumeracdo das unidades formadoras de coldnias (UFCs) e ensaio de
PrestoBlue. Além disso, uma analise transcriptomica foi realizada utilizando microchips

de DNA (‘microarrays’) a fim de avaliar quais genes estdo mais Ou menos expressos como




resposta as NPsAg (no estado plancténico e formando biofilmes) e ao fon Ag* (formando
biofilmes). As solugdes antimicrobianas sintetizadas neste estudo (NPSAg e NPsAg-
GPCa) apresentaram atividade antimicrobiana contra 0s microrganismos testados. Além
disso, menores valores de CIM foram obtidos quando estes nanocompostos foram
associados ao TIR, FLC, NIT e AnB apresentando um efeito sinérgico. NPsAg e NPsAg-
GPCa nao foram tdxicas as células L929, aumentaram a producéo de fator de crescimento
celular e ndo promoveram alteragdes significativas na liberagdo de Interleucina-6. Os
nacompostos associados ao TIR ndo apresentaram efeito citotdxico sobre culturas de
L929, exceto para a maior concentracdo (NPsAg — 39,05 pg/mL + TIR — 1,25 mM). A
presenca das NPsAg reduziu drasticamente o numero de hifas em biofilmes de C. albicans
na presenca ou na auséncia de SFB. A quantidade de biofilme das espécies de Candida
formado na presenca das NPsAg reduziu para mais de 50%. Apds 24 h de tratamento com
0s nanocompostos (NPsAg e NPsAg-GPCa) em biofilmes de S. mutans, houve uma
reducdo significativa no nimero de UFCs sendo similar a clorexidina. Uma reducdo na
viabilidade de biofilmes de C. glabrata também foi observada apds exposic¢ao as NPsAg
(24 h). Entretanto, os nanocompostos (NPsAg e NPsAg-GPCa) associados ou ndo ao TIR
ndo foram efetivos contra biofilmes de C. albicans. Apds exposicdo as NPsAg e ao fon
Ag", alteracdes no transcriptoma de células de C. glabrata CBS138 foram observadas: no
estado planctdnico, houve uma superexpressdo dos genes responsaveis pela biossintese
de metionina e de lisina e uma subexpressao dos genes relacionados com o transporte
transmembrana; e, as células expostas as NPsAg responderam de forma distinta em
relacdo ao fon Ag*, indicando que as NPsAg podem apresentar um mecanismo de acéo
diferente. Estes achados podem auxiliar nas decisbes terapéuticas com formulagdes
contendo NPsAg ou NPsAg-GPCa associadas ou ndo a diferentes drogas em pacientes

com carie dentaria e candidiase oral.

Palavras-chaves: Candidiase Bucal. Céarie Dentaria. Prata. Nanotecnologia. Toxicidade.




Souza JAS. Silver nanoparticles obtained by the ‘green’ synthesis combined or not
with calcium glycerophosphate and tyrosol: antimicrobial, anti-inflammatory effect
and in the transcriptomic response in oral pathogens [thesis]. Aragatuba: UNESP —
Sao Paulo State University; 2018.

GENERAL ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial/antibiofilm activities and the cell
viability of silver nanoparticles (AgNPs) obtained by a ‘green’ synthesis associated or
not to B-calcium glycerophosphate (CaGP) against Streptococcus mutans and Candida
species (reference strains and oral clinical isolates including azole-resistant strains). The
effect of these nanocompounds in combination with tyrosol (TYR), fluconazole (FLC),
nystatin (NYT) and amphotericin B (AmB) also was evaluated. Furthermore, we
evaluated, comparatively, the transcriptome alterations of cells of C. glabrata CBS138
after exposition to AgNPs and to silver ion (Ag®). Initially, AgNPs were synthesized by
reducing silver nitrate with extracts of different parts (peel, leaves and seeds) of a
pomegranate (Punica granatum L.) associated or not to CaGP. Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal/Bactericidal Concentrations (MFC and
MBC) of the nanocomposites (AgNPs and AgNPs-CaGP) associated or not to TYR
against S. mutans and C. albicans were determined by the microdilution method. And,
the action of the AgNPs combined with FLC, NYT and AmB also was evaluated in
planktonic condition against oral clinical isolates of Candida species. The effect of the
nanocomposites associated or not to TYR on cell viability of fibroblasts (L929) and
cytokines production was evaluated through MTT and ELISA assays, respectively. The
number of cells undergoing filamentation was quantified in C. albicans biofilms formed
in the presence of AgNPs with or without fetal bovine serum (FBS). The effect of AgNPs
in inhibit the formation of biofilm (in C. albicans and C. glabrata) also was investigated
through PrestoBlue assay and scanning electron microscope. Biofilms of S. mutans and
Candida species (12 and 24 h) were treated with nanocomposites (AgNPs and AgNPs-
CaGP) associated or not to TYR for 24 h and, then, the viability of these biofilms was
determined through PrestoBlue assay and colony forming units (CFUs). Moreover, a
transcriptome analysis was performed using microarrays to determine which genes are
up- or down-regulated as response to AgNPs (in the planktonic state and forming

biofilms) and to Ag* ion (forming biofilms). Antimicrobial solutions synthesized in this




study (AgNPs and AgNPs-CaGP) presented antimicrobial activity against tested
microorganisms. Furthermore, lower values of MIC were obtained when these
nanocompounds were associated to TYR, FLC, NYT and AmB showing a synergistic
effect. AgNPs and AgNPs-CaGP were not toxic to L929 cells, increased the stem cell
factor production and did not promote significant alterations in the Interleukine-6 release.
The nanocomposites associated to TYR did not present cytotoxic effect on L929 cultures,
except for the higher concentration (AgNPs — 39.05 pg/mL + TYR — 1.25 mM). The
incubation in the presence of the AgNPs drastically reduced the number of cells exhibiting
hyphae, this effect being observed either in the presence or absence of FBS. The amount
of biofilm formed by Candida species in the presence of the AgNPs was reduced by more
than 50% the one formed in the absence of the nanoparticles, this reduction being further
increased to more than 90% when the concentration of the AgNPs was increased. After
24 h of treatment with the nanocompounds (AgNPs and AgNPs-CaGP) in S. mutans
biofilms, there was a significant reduction in the number of CFUs being similar to
chlorhexidine. A reduction in the viability of C. glabrata biofilms also was observed after
exposition to AgNPs (24 h). However, the nanocomposites (AgNPs and AgNPs-CaGP)
associated or not to TYR were not effective against C. albicans biofilms. After exposition
to AgNPs and to Ag* ion, alterations in the transcriptome of cells of C. glabrata CBS138
were observed: in the planktonic state, genes responsible by the methionine and lysine
biosynthesis are up-regulated, and genes related with the transmembrane transport are
down-regulated. And, finally, the cells exposed to AgNPs responded differently in
relation to the Ag* ion, indicating that the AgNPs might present a different mechanism of
action. All these results may help guide therapeutic decisions with formulation containing
AgNPs or AgNPs-CaGP associated or not with different compounds in patients with

dental caries and oral candidiasis.
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Introducéo Geral

INTRODUCAO GERAL

A cavidade bucal abriga nichos que permitem o crescimento de diversas
comunidades de microrganismos — virus, bactérias, fungos e protozoarios (Wade, 2013).
Estas comunidades persistem em todas as superficies (tecidos moles ou duros) como
biofilmes multiespécies formando, assim, a microbiota oral residente, que geralmente
existe em harmonia com o hospedeiro. Os microrganismos encontrados dentro destes
biofilmes orais vivem em proximidade um com outro, que resulta em uma ampla
variedade de interacOes, que podem ser sinérgicas ou antagbnicas. A composicdo da
microbiota € influenciada pelo ambiente oral, e mudancas nas condic¢des locais podem
afetar as interacGes microbianas dentro destas comunidades orais e determinar, em parte,
se a relacdo entre a microbiota oral e o hospedeiro é simbiotica ou potencialmente
prejudicial, aumentando, assim, o risco de doencas como a carie dentaria ou a candidiase
oral (Roberts e Darveau, 2015).

A cérie dentéria é uma doenca biofilme-sacarose dependente causada por acidos
provenientes da fermentacdo microbiana dos carboidratos da dieta que, com o tempo,
causam a desmineralizacdo dos tecidos duros do dente (Whitford et al., 2002). Bactérias
cariogénicas como Streptococcus mutans, S. sobrinus, e lactobacilos sdo importantes na
patogénese da carie dentéria (Balakrishnan et al., 2000). Dentre essas bactérias, S.
mutans, uma bactéria Gram-positiva anaerdbia facultativa, € um dos principais agentes
etiologicos desta patologia. Os principais fatores de viruléncia de S. mutans que
contribuem para a colonizacdo da superficie do esmalte dentério e desenvolvimento de
biofilmes sdo producdo de polissacarideos extra e intracelulares, producdo de acidos a
partir de uma variedade de agUcares fermentaveis e tolerancia ao baixo pH do ambiente
(Krzysciak et al., 2014). Embora o desenvolvimento da carie esteja inicialmente
relacionado a formacao de biofilme cariogénico por S. mutans, a progressao de lesdes
estabelecidas pode incluir as espécies de Candida, particularmente C. albicans. Estudos
microbioldgicos de biofilmes de criangcas com cérie precoce da infancia revelaram que,
além dos altos niveis de S. mutans, a C. albicans, um patdgeno fungico oportunista,
também é frequentemente detectado (Raja et al., 2010; Yang et al., 2012). Raja e
colaboradores (2010) relataram que a ocorréncia de cavidades dentarias em criancas esta
positivamente correlacionada com a frequéncia de candidiase oral. As leveduras podem
facilitar a formacdo do biofilme pelos estreptococos, enquanto que estes melhoram as

propriedades invasivas de Candida (Diaz et al. 2012; Xu et al., 2014). Além disso, quando
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a sacarose esta presente, a interacao entre esses microrganismos em termos de adesdo (e
co-agregacao) € melhorada (Metwalli et al., 2013).

A candidiase oral, por sua vez, € uma importante entidade dermatolégica oral que
pode estar presente na mucosa bucal, lingua, gengiva e palato (Millsop et al., 2016; Moyes
et al., 2015). C. albicans é a causa mais prevalente de candidiase oral devido a alguns
fatores de viruléncia que este microrganismo possui, como por exemplo sua adesdo as
superficies do hospedeiro, transi¢ao do estado de leveduras a hifas, e producdo de enzimas
extracelulares; a formacdo de hifas contribui na adesdo a superficie da mucosa assim
como auxilia a penetracédo no epitélio oral (Silva et al., 2017; Rautemaa e Ramage, 2011).
Entretanto, infec¢bes causadas por outras espécies de Candida estdo aumentando. Na
candidiase oral, um aumento na frequéncia de C. glabrata tem sido observado (Miranda-
Cadena et al., 2018); este fato pode ser devido a maior resiliéncia as drogas da familia
dos azois (especialmente o fluconazol) largamente utilizado no tratamento e na profilaxia
de pacientes em risco (Tscherner et al., 2011; Benett et al., 2004).

O controle da formacdo de biofilmes orais ndo é uma tarefa facil, mas, nos ultimos
anos, a Nanotecnologia tem sido amplamente utilizada em diversas areas da salde através
da incorporacdo de nanoparticulas em diversos materiais (médicos e dentarios) a fim de
controlar ou tratar biofilmes patogénicos, fornecendo, assim, novos tratamentos contra
uma ampla gama de doencas (Noronha et al., 2017; Ramasamy e Lee, 2016). Neste
contexto, as nanoparticulas de prata (NPsSAg) tem ganhado consideravel atencdo no
campo cientifico. Na forma nanoparticulada, a prata possui uma maior area de superficie
por volume (esta caracteristica aumenta a area de contato com o0 microrganismo), o que a
torna potencialmente mais reativa (Chairuangkitti et al., 2013). NPsSAg possuem
comprovada atividade antimicrobiana contra um amplo espectro de microrganismos,
bactérias, fungos e virus, como por exemplo S. mutans (Fernandes et al., 2018; Souza et
al., 2018; Perez-Diaz et al., 2015), Staphylococcus aureus (Fernandes et al., 2018),
Pseudomonas aeruginosa (Chowdhury et al., 2016), C. albicans, C. glabrata, C. krusei e
C. guilliermondii (Souzaet al., 2018; Soares M et al., 2018; Monteiro et al., 2015; Szweda
et al., 2015; Monteiro et al., 2012; Wady et al., 2012), incluindo cepas resistentes as
drogas que sdo habitualmente usadas para tratar infeccOes causadas por estes
microrganismos (Franci et al., 2015; Ravishankar Rai e Jamuna Bai, 2011).

Muitos procedimentos fisicos e quimicos tem sido usados para sintetizar
nanoparticulas metalicas (Goodsell, 2014); entretanto, muitas dessas técnicas utilizam

substancias quimicas téxicas, podendo afetar o meio ambiente e o sistema bioldgico (Ali
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et al., 2016). Além disso, sdo técnicas extremamente caras. Assim, estas abordagens
podem resultar em efeitos colaterais indesejaveis quando estas particulas forem utilizadas.
Desta forma, um método alternativo para sintese de nanoparticulas metélicas para reduzir
seus efeitos citotoxicos se faz necessario. A sintese fitoquimica, onde compostos de
diferentes plantas sdo utilizados na reducéo de ions, tem-se mostrado bastante eficaz na
producdo de nanoparticulas, fornecendo compostos menos toxicos e economicamente
mais viaveis (Roy et al., 2013). A Punica granatum L. (romd) é uma planta que tem sido
utilizada na medicina para o tratamento de distdrbios causados por estresse oxidativo
(Rao et al., 2013; Jurenka, 2008; Lansky e Newman, 2007). Diferentes partes da planta,
incluindo as folhas, apresentam excelentes propriedades anti-oxidantes (Pande et al.,
2009). O extrato da casca da roma tem sido bastante utilizado na sintese das NPsAg
(Fernandes et al., 2018; Souza et al., 2018; Nasiriboroumand et al., 2018; Goudarzi et al.,
2016; Edison e Sethuraman, 2013) uma vez que a casca da roma é uma fonte importante
de substancias fendlicas incluindo taninos, acidos elagico e galico, etc que sdo agentes
antioxidantes responsaveis pela redugdo do sal de prata (Goudarzi et al., 2016; Ahmad et
al., 2012).

Além das NPsAg, compostos a base de fosfato de calcio estdo sendo
desenvolvidos com o intuito de prevenir a carie dentaria bem como preservar também a
vitalidade pulpar e estimular a formacdo de uma barreira de dentina (Xu et al., 2011).
Estes materiais podem liberar ions de calcio (Ca) e fosfato inorgénico (P) a fim de
remineralizar lesdes dentarias (Xie et al., 2016). Muitos estudos tem demonstrado bons
resultados na remineralizacdo do esmalte com polifosfatos (Dalpasquale et al., 2017;
Danelon et al., 2017; Amaral et al., 2014; Zaze et al., 2014). Entre estes compostos, 0
glicerofosfato de calcio (GPCa), que é usado como uma fonte de Ca e P, tem demonstrado
propriedades anti-cariogénicas (Nagata et al., 2017; Freire et al., 2016). Além disso, Imai
e Hayashi (1993) demonstraram que o B-GPCa, um dos isémeros do GPCa (Inoue, 1980)
utilizado como capeamento pulpar direto em um estudo animal foi convertido
imediatamente em hidroxiapatita no assoalho da cavidade. Desta forma, devido a
complexidade dos biofilmes orais e 0 desenvolvimento da cérie, a associa¢do das NPsAg
com GPCa pode resultar em um biomaterial promissor com forte atividade antimicrobiana
e propriedades de remineralizacdo desejaveis.

Entretanto, existe uma preocupacdo em relacdo a dose das NPsAg utilizada, uma
vez que uma toxicidade dose-dependente em fibroblastos (L929) tem sido documentada

(Takamiya et al., 2016). Uma outra questdo a ser levada em consideragdo seria o
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aparecimento de isolados clinicos resistentes a drogas convencionais. Portanto, 0 uso
combinado destas solugbes antimicrobianas (NPsAg e NPsAg-GPCa) com outros
compostos em baixas concentragdes poderia aumentar a eficicia antimicrobiana contra
biofilmes resistentes e reduzir os efeitos colaterais destes agentes. Neste sentido, Sun e
colaboradores (2016) obtiveram bons resultados com o uso combinado das NPSAg com
fluconazol contra isolados clinicos resistentes aos azois. Longhi e colaboradores (2016)
também demonstraram uma diminui¢do na viabilidade de biofilmes maduros de cepas
resistentes aos azdis com o uso de fluconazol em combinagdo com NPsAg produzidas por
uma via fitoquimica. Moléculas de sinalizacdo, conhecidas como Quorum-Sensing (QS)
tem sido testadas como agentes antimicrobianos alternativos (Albuquerque e Casadevall,
2012; Monteiro et al., 2015). Neste sentido, o tirosol (TIR) mostrou propriedades
antibiofilme contra espécies de Candida e S. mutans em biofilmes simples e mistos (Arias
etal., 2016). Sendo assim, a associacdo das NPsAg (com ou sem GPCa) com antifingicos
utilizados na pratica clinica (fluconazol, nistatina e anfotericina B) bem como com estas
moléculas de sinalizacdo pode ser uma estratégia viavel para combater infeccdes
resistentes as terapias convencionais e para reduzir os efeitos colaterais destes compostos.

Portanto, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana/antibiofilme e a viabilidade celular de nanoparticulas de prata (NPSAQ)
obtidas por uma sintese ‘green’ associadas ou ndo ao B-glicerofosfato de célcio (GPCa)
contra Streptococcus mutans e espécies de Candida (cepas de referéncia e isolados
clinicos orais incluindo cepas resistentes ao fluconazol). O efeito destes nanocompostos
em combinacdo com o tirosol, fluconazol, nistatina e anfotericina B também foi
determinado. Além disso, no6s avaliamos comparativamente as alteracdes do
transcriptoma de células de C. glabrata CBS138 ap0s exposicio as NPsAg e ao fon prata.

Para abordar o tema proposto, 0 estudo sera apresentado em seis capitulos

distintos, conforme descrito abaixo:

e Capitulo 1: “Green synthesis of silver nanoparticles combined to calcium
glycerophosphate: antimicrobial and antibiofilm activities” (Artigo publicado
no periodico Future Microbiology);

e Capitulo 2: “Evaluation of silver nanoparticles associated or not to calcium
glycerophosphate on fibroblast viability and cytokine production” (Artigo
formatado nas normas do periddico Clinical Oral Investigations -

www.springer.com/medicine/dentistry/journal/784?detailsPage=pltci 1060698);
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e Capitulo 3: “Antimicrobial activity of compounds containing silver
nanoparticles and calcium glycerophosphate in combination with tyrosol”
(Artigo formatado nas normas do periddico Journal of Applied Microbiology -

onlinelibrary.wiley.com/page/journal/13652672/homepage/forauthors.html);

e Capitulo 4: “Green silver nanoparticles combined with tyrosol as potential
oral antimicrobial therapy” (Artigo formatado nas normas do periddico Journal
of Applied Microbiology -
onlinelibrary.wiley.com/page/journal/13652672/homepage/forauthors.html);

e Capitulo 5: “Green-synthesized silver nanoparticles are strong inhibitors of
Candida albicans and Candida glabrata” (Artigo formatado nas normas do
periddico Medical Micology -

academic.oup.com/mmy/pages/Manuscript Preparation);

e Capitulo 6: “Resposta transcriptdmica de Candida glabrata ap6s exposic¢éo as

nanoparticulas de prata sintetizadas por uma via ‘green’”.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Wade WG. The oral microbiome in health and disease. Pharmacol Res. 2013;
69(1): 137-143.

2. Roberts FA, Darveau RP. Microbial protection and virulence in periodontal tissue
as a function of polymicrobial communities: symbiosis and dysbiosis. Periodontol
2000. 2015; 69(1): 18-27.

3. Whitford GM, Wasdin JL, Schafer TE, Adair SM. Plaque fluoride concentrations
are dependent on plaque calcium concentrations. Caries Res. 2002; 36(4): 256-
265.

4. Balakrishnan M, Simmonds RS, Tagg JR. Dental caries is a preventable infectious
disease. Aus Dent J. 2000; 45(4): 235-245.

5. Krzysciak W, Jurczak A, Koscielniak D, Bystrowska B, Skalniak A. The
virulence of Streptococcus mutans and the ability to form biofilms. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis. 2014; 33(4): 499-515.

6. Raja M, Hannan A, Ali K. Association of oral candidal carriage with dental caries
in children. Caries Res. 2010; 44(3): 272-276.

32



https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/13652672/homepage/forauthors.html
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/13652672/homepage/forauthors.html
https://academic.oup.com/mmy/pages/Manuscript_Preparation

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Introducéo Geral

Yang XQ, Zhang Q, Lu LY, Yang R, Liu Y, Zou J. Genotypic distribution of
Candida albicans in dental biofilm of Chinese children associated with severe
early childhood caries. Arch Oral Biol. 2012; 57(8): 1048-1053.

Diaz PI, Xie Z, Sobue T, et al. Synergistic interaction between Candida albicans
and commensal oral streptococci in a novel in vitro mucosal model. Infect Immun.
2012; 80(2): 620-632.

Xu H, Jenkinson HF, Dongari-Bagtzoglou A. Innocent until proven guilty:
mechanisms and roles of Streptococcus-Candida interactions in oral health and
disease. Mol Oral Microbiol. 2014; 29(3): 99-116.

Metwalli KH, Khan SA, Krom BP, Jabra-Rizk MA. Streptococcus mutans,
Candida albicans, and the human mouth: a sticky situation. PLoS Pathog. 2013;
9(10): €1003616.

Millsop JW, Fazel N. Oral candidiasis. Clin Dermatol 2016; 34(4): 487-94.
Moyes DL, Richardson JP, Naglik JR. Candida albicans-epithelial interactions
and pathogenicity mechanisms: scratching the surface. Virulence 2015; 6(4): 338-
46.

Silva S, Rodrigues CF, Araujo D, Rodrigues ME, Henriques M. Candida Species
Biofilms' Antifungal Resistance. J Fungi (Basel) 2017; 3(1).

Rautemaa R, Ramage G. Oral candidosis--clinical challenges of a biofilm disease.
Crit Rev Microbiol 2011; 37(4): 328-36.

Miranda-Cadena K, Marcos-Arias C, Mateo E, et al. Prevalence and antifungal
susceptibility profiles of Candida glabrata, Candida parapsilosis and their close-
related species in oral candidiasis. Arch Oral Biol 2018; 95: 100-107.

Tscherner M, Schwarzmiiller, T., Kuchler, K. Pathogenesis and antifungal drug
resistance of the human fungal pathogen Candida glabrata. Pharmaceuticals
(Basel) 2011; 4: 169-186.

Bennett JE, Izumikawa K, Marr KA. Mechanism of increased fluconazole
resistance in Candida glabrata during prophylaxis. Antimicrob Agents Chemother
2004; 48(5): 1773-7.

Noronha VT, Paula AJ, Duran G, et al. Silver nanoparticles in dentistry. Dent
Mater. 2017; 33(10): 1110-1126.

Ramasamy M, Lee J. Recent Nanotechnology Approaches for Prevention and
Treatment of Biofilm-Associated Infections on Medical Devices. Biomed Res Int
2016; 1851242,

33




20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Introducéo Geral

Chairuangkitti P, Lawanprasert S, Roytrakul S, et al. Silver nanoparticles induce
toxicity in Ab549 cells via ROS-dependent and ROS-independent pathways.
Toxicol In Vitro 2013; 27(1): 330-338.

Fernandes GL, Delbem ACB, do Amaral JG, et al. Nanosynthesis of Silver-
Calcium Glycerophosphate: Promising Association against Oral Pathogens.
Antibiotics (Basel) 2018; 7(3).

Souza JA, Barbosa DB, Berretta AA, et al. Green synthesis of silver nanoparticles
combined to calcium glycerophosphate: antimicrobial and antibiofilm activities.
Future Microbiol 2018; 13: 345-357.

Perez-Diaz MA, Boegli L, James G, et al. Silver nanoparticles with antimicrobial
activities against Streptococcus mutans and their cytotoxic effect. Mater Sci Eng
C Mater Biol Appl 2015; 55: 360-6.

Fernandes RA, Berretta AA, Torres EC, et al. Antimicrobial Potential and
Cytotoxicity of Silver Nanoparticles Phytosynthesized by Pomegranate Peel
Extract. Antibiotics (Basel) 2018; 7(3).

Chowdhury NR, MacGregor-Ramiasa M, Zilm P, Majewski P, Vasilev K.
‘Chocolate’ silver nanoparticles: Synthesis, antibacterial activity and cytotoxicity.
J Colloid Interface Sci 2016; 482: 151-158.

Soares M, Correa RO, Stroppa PHF, et al. Biosynthesis of silver nanoparticles
using Caesalpinia ferrea (Tul.) Martius extract: physicochemical characterization,
antifungal activity and cytotoxicity. PeerJ 2018; 6: e4361.

Monteiro DR, Takamiya AS, Feresin LP, et al. Susceptibility of Candida albicans
and Candida glabrata biofilms to silver nanoparticles in intermediate and mature
development phases. J Prosthodont Res 2015; 59(1): 42-8.

Szweda P, Gucwa K, Kurzyk E, et al. Essential Oils, Silver Nanoparticles and
Propolis as Alternative Agents Against Fluconazole Resistant Candida albicans,
Candida glabrata and Candida krusei Clinical Isolates. Indian J Microbiol 2015;
55(2): 175-83.

Monteiro DR, Silva S, Negri M, et al. Silver nanoparticles: influence of stabilizing
agent and diameter on antifungal activity against Candida albicans and Candida
glabrata biofilms. Lett Appl Microbiol 2012; 54(5): 383-91.

Wady AF, Machado AL, Zucolotto V, et al. Evaluation of Candida albicans
adhesion and biofilm formation on a denture base acrylic resin containing silver
nanoparticles. J Appl Microbiol 2012; 112(6): 1163-72.

34




31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Introducéo Geral

Franci G, Falanga A, Galdiero S, et al. Silver nanoparticles as potential
antibacterial agentes. Molecules 2015; 20: 8856-8874.

Ravishankar Rai V, Jamuna Bai A. Nanoparticles and their potential application
as antimicrobials. In Science against Microbial Pathogen: Communicating
Current Research and Technological Advances; Méndez-Vilas A., Ed.; Formatex
Research Center: Badajoz, Spain, 2011; Volume 2, pp. 197-202.

Goodsell DS. Bionanotechnology: Lessons from Nature. John Wiley & Sons
Publication, 2014.

Ali M, Kim B, Belfield KD, et al. Green synthesis and characterization of silver
nanoparticles using Artemisia absinthium aqueous extract — A comprehensive
study. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl. 2016; 58: 359-365.

Roy N, Gaur A, Jain A, Bhattacharya S, Rani V. Green synthesis of silver
nanoparticles: an approach to overcome toxicity. Environ Toxicol Pharmacol.
2013; 36(3): 807-812.

Rao A, Mahajan K, Bankar A, et al. Facile synthesis of size-tunable gold
nanoparticles by pomegranate (Punica granatum) leaf extract: Applications in
arsenate sensing. Mater Res Bull. 2013; 48(3): 1166-1173.

Jurenka JS. Therapeutic applications of pomegranate (Punica granatum L.): a
review. Altern Med Rev. 2008; 13(2): 128-144.

Lansky EP, Newman RA. Punica granatum (pomegranate) and its potential for
prevention and treatment of inflammation and cancer. J Ethnopharmacol. 2007,
109(2): 177-206.

Pande G, Akoh CC. Antioxidant capacity and lipid characterization of six
Georgia-grown pomegranate cultivars. J Agric Food Chem. 2009; 57(20): 9427-
9436.

Nasiriboroumand M, Montazer M, Barani H. Preparation and characterization of
biocompatible silver nanoparticles using pomegranate peel extract. J Photochem
Photobiol B. 2018; 179: 98-104.

Goudarzi M, Mir N, Mousavi-Kamazani M, Bagheri S, Salavati-Niasari M.
Biosynthesis and characterization of silver nanoparticles prepared from two novel
natural precursors by facile thermal decomposition methods. Sci Rep. 2016; 6:
32539.

Edison TJ, Sethuraman MG. Biogenic robust synthesis of silver nanoparticles

using Punica granatum peel and its application as a green catalyst for the reduction

35




43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

Introducéo Geral

of an anthropogenic pollutant 4-nitrophenol. Spectrochim Acta A Mol Biomol
Spectrosc. 2013; 104: 262-264.

Ahmad N, Sharma S, Rai R. Rapid green synthesis of silver and gold nanoparticles
using peels of Punica granatum. Adv Mat Lett. 2012; 3(5): 376-380.

Xu HH, Moreau JL, Sun L, Chow LC. Nanocomposite containing amorphous
calcium phosphate nanoparticles for caries inhibition. Dent Mater. 2011; 27(8):
762-769.

Xie X, Wang L, Xing D, et al. Protein-repellent and antibacterial functions of a
calcium phosphate rechargeable nanocomposite. J Dent. 2016; 52: 15-22.
Dalpasquale G, Delbem ACB, Pessan JP, et al. Effect of the addition of nano-
sized sodium hexametaphosphate to fluoride toothpastes on tooth
demineralization: an in vitro study. Clin Oral Investig. 2017; 21(5): 1821-1827.
Danelon M, Pessan JP, Souza-Neto FN, de Camargo ER, Delbem AC. Effect of
fluoride toothpaste with nano-sized trimetaphosphate on  enamel
demineralization: An in vitro study. Arch Oral Biol. 2017; 78: 82-87.

Amaral JG, Freire IR, Valle-Neto EF, Cunha RF, Martinhon CC, Delbem AC.
Longitudinal evaluation of fluoride levels in nails of 18-30-month-old children
that were using toothpastes with 500 and 1,100 pug F/g. Community Dent Oral
Epidemiol. 2014; 42(5): 412-4109.

Zaze AC, Dias AP, Amaral JG, Miyasaki ML, Sassaki KT, Delbem AC. In situ
evaluation of low-fluoride toothpastes associated to calcium glycerophosphate on
enamel remineralization. J Dent. 2014; 42(12): 1621-1625.

Nagata ME, Delbem AC, Hall KB, Buzalaf MA, Pessan JP. Fluoride and calcium
concentrations in the biofilm fluid after use of fluoridated dentifrices
supplemented with polyphosphate salts. Clin Oral Investig. 2017; 21(3): 831-837.
Freire IR, Pessan JP, Amaral JG, Martinhon CC, Cunha RF, Delbem AC.
Anticaries effect of low-fluoride dentifrices with phosphates in children: A
randomized, controlled trial. J Dent. 2016; 50: 37-42.

Imai M, Hayashi Y. Ultrastructure of wound healing following direct pulp capping
with calcium-beta-glycerophosphate (Ca-BGP). J Oral Pathol Med. 1993; 22(9):
411-417.

Inoue M. Physicochemical studies on calcium glycerophosphate. 1. X-Ray
diffraction study of calcium glycerophosphate crystals and their water of
crystallization.Chem Pharm Bull (Tokyo). 1980; 28(5): 5.

36




54,

55.

56.

S7.

58.

59.

Introducéo Geral

Takamiya AS, Monteiro DR, Bernabé DG, et al. In Vitro and In Vivo Toxicity
Evaluation of Colloidal Silver Nanoparticles Used in Endodontic Treatments. J
Endod. 2016; 42: 953-960.

Sun L, Liao K, Li Y, et al. Synergy between polyvinylpyrrolidone-coated silver
nanoparticles and azole antifungal against drug-resistant Candida albicans. J
Nanosci Nanotechnol. 2016; 16(3): 2325-2335.

Longhi C, Santos JP, Morey AT, et al. Combination of fluconazole with silver
nanoparticles produced by Fusarium oxysporum improves antifungal effect
against planktonic cells and biofilm of drug-resistant Candida albicans. Med
Mycol. 2016; 54(4): 428-432.

Albuquerque P, Casadevall A. Quorum sensing in fungi — a review. Med Mycol.
2012; 50: 337-345.

Monteiro DR, Feresin LP, Arias LS, Bardo VA, Barbosa DB, Delbem AC. Effect
of tyrosol on adhesion of Candida albicans and Candida glabrata to acrylic
surfaces. Med Mycol. 2015; 53: 656-665.

Avrias LS, Delbem AC, Fernandes RA, Barbosa DB, Monteiro DR (2016) Activity
of tyrosol against single and mixed-species oral biofilms. J Appl Microbiol. 2016;
120: 1240-1249.

37




CONSIDERACOES FINAIS



Consideracdes Finais

CONSIDERACOES FINAIS

Com o Capitulo 1, nés concluimos que:

E possivel obtermos um novo biomaterial contendo em sua composicio
nanoparticulas de prata (NPsAg) (obtidas por uma sintese ‘green’ utilizando
diferentes partes de uma roma) ¢ fosfato de calcio (B-glicerofosfato de calcio -
GPCa) conferindo a este material propriedades antimicrobianas e
remineralizadoras;

Estes compostos apresentaram atividade antimicrobiana contra S. mutans e C.
albicans, importantes patdgenos orais relacionados com a cérie dentaria e a
candidiase bucal;

Além disso, os nanocompdsitos (NPsAg e NPsAg-GPCa) obtidos com o extrato
da casca da roma apresentaram atividade antibiofilme semelhante e até mesmo

melhor do que a clorexidina contra S. mutans.

Os Capitulos 2, 3, 4, 5 e 6 foram desenvolvidos com solu¢des antimicrobianas

obtidas com o extrato da casca da roma. Com o Capitulo 2, conclui-se que:

Estes nanocompdsitos (NPsAg e NPsAg-GPCa) ndo foram citotoxicos as células
L929 (fibroblastos) e estimularam a liberacdo de fator de crescimento celular o

que pode favorecer o reparo tecidual em um processo inflamatorio.
Os Capitulos 3 e 4 concluiram que:

O uso combinado destas solugdes antimicrobianas (NPsAg e NPsAg-GPCa) com

o Tirosol pode ser uma alternativa viavel contra patégenos orais.
No Capitulo 5, apenas as NPsAg foram avaliadas. E possivel observar que:

As NPsAg foram efetivas contra isolados clinicos orais de espécies de Candida
(C. albicans e C. glabrata) incluindo isolados resistentes ao fluconazol. As células
de C. glabrata foram mais susceptiveis as NPsAg. Além disso, houve uma
reducdo no namero de células de C. albicans que se mostraram com filamentac&o
quando biofilmes foram formados na presenca das NPsAg. Houve, também, uma
reducdo na formacdo do biofilme das espécies de Candida na presenca desta

solucéo antimicrobiana;
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e A combinacdo das NPsAg com diferentes agentes antifungicos (fluconazol,
nistatina e anfotericina B) foi eficaz contra os isolados clinicos orais resistentes

ao fluconazol mostrando um efeito sinérgico.

E, por fim, no Capitulo 6, uma analise transcriptdmica foi realizada a fim de
avaliar quais genes estdo mais ou menos expressos como resposta a exposicdo as NPSAg.
A resposta transcriptdbmica das células de C. glabrata CBS138 frente as NPsAg foi
determinada em duas situacgdes: nos estados planctonico e formando biofilmes. A resposta
transcriptdmica das células expostas as NPsAg formando biofilmes foi comparada com a

do ion Ag*. Com este estudo, pode-se concluir que:

e No estado plancténico, os genes relacionados com a biossintese de metionina e de
lisina estdo mais expressos, enquanto que 0s genes relacionados com o transporte
transmembrana estdo menos expressos;

e As células expostas as NPsAg responderam de forma distinta em relagio ao ion
Ag", na formacdo do biofilme de C. glabrata;

e As NPsAg exercem o seu efeito na membrana citoplasmatica da célula fungica.
Além disso, nds observamos efeitos distintos entre o fon Ag* e as NPsAg na

formacéo do biofilme.
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